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Fig．2．Gas　chromatogra皿s　of　volatile　sulfur－containing　compounds　in　cultured皿edia．
Colunn：Shi皿adzu　fused　silica　capillary　colmn（CBP20－M25－025），　CBP20　corresponding
　　　　　　　　　to　polyethylene　glyco120M，0．2㎜i．d．　x　25m．
Column　te皿p．：60℃－5皿in－60℃一（5℃／皿in）－200℃－7min－200℃．
Detector：flame　photometric　detector（FPD），250℃．
S　co皿pounds：　A，　dimethyl　disulfide；　B，　di皿ethyl　trisulfide；
　　　　　　　　　　　　　　D，　3－（nethylthio）propyl　acetate；　E，　皿ethionol．
C， methional；
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　過程でも認め，その原因を「酵母の資化作用によると考えられるが・
　まだ，解明されていない」と報告した。酵母培養液中でのこれら両化
　合物とmethional減少の原因も，酵母によって資化されたのか，あるい
　は他の化合物へ変換されたのかは興味ある問題である。methionolは酵
　母無接種培地では同定されず，明らかに酵母によって生成され，その
　生成量はZ．rou1”の培養液中で最も高かった。また，生育の最も悪い
　C．7θ∫58々〃5培養液（食塩非含有）でのmethionol生成量もS・cere－
　〃isiaeのそれよりも多く，　methiono1生成能に対する耐塩性酵母と清酒
　酵母の違いが推察された。3－（methylthio）propyl　acetateもmethion－
　ol同様酵母によって生成され，その生成量は　s．　cθ∫θ虹5∫∂ρ培養液中
　で最も多かった。
（3）要約
　　味噌原料配合より案出したグルコースと18種アミノ酸及び食塩から
　なる合成培地を使用して，耐塩性酵母と清酒酵母によって生成された
　り，減少されたりする揮発性含窒素及び含硫化合物について検討した。
　　供試菌として，赤辛米味噌より分離された耐塩性酵母の，las！z，i；zggt1：a　c　ch一
　ムー’S84，　Can・di　da　yersatl〃s　D－5及び非耐塩性のSaccha
　二L21！2Ves　cerey／s？ae　RIB　6002（Kyokai　no．7）が用いられた。これら
　の酵母は炭素源であるグルコースの消費が停止するまで，30℃で静置
　培養された。酵母無接種培地及び培養液中の揮発性含窒素及び含硫化
　合物の同定は，これらの化合物をヘッドスペースガス捕集装置を用い
　てTenax　TAに吸着させた後，　GC及びGC－MS分析で行なった。
　　酵母無接種培地及び酵母培養液の両者に共通して同定された揮発性
　含窒素化合物は，pyrazineや炭素数1～2の側鎖を持っピラジン類及び
　acetylpyrroleなどであった。これら化合物のうち，　pyrazine及びピラ
　ジン類は味噌酵母により減少する傾向にあるが，味噌酵母により新た
　に生成される揮発性含窒素化合物はほとんど認められなかった。なお・
　供試酵母のうち，清酒酵母による揮発性含窒素化合物の減少が大きい
　傾向にあることが認められた。
　　一方，酵母無接種培地及び酵母培養液の両者に共通して同定された
一30一
　揮発性含硫化合物は，dimethyl　disulfide，　dimethyl　trisulfide，
　3－（methylthio）propionaldehyde（methional）であった。更に，酵母培
　養液ではこれら化合物に加え，3－（methylthio）propyl　acetate・
　3－（methylthio）－1－propano1（methionol）の生成が認められた。酵母培
　養液中のdimethyl　disulfide，　dimethyl　trisulfide，　methionalの含
　有量は，無接種培地での含有量の0．6～85．1％に減少した。培養液中で
　のこれら化合物の減少率は，供試酵母のうち，1．rOU－11で大きかった。
　特に，食塩含有培養液中で，グルコースの消費率が低く，生育がかな
　り悪いにもかかわらず，1．rouliiはこれらの化合物を55。2～99．4％消
　滅させた。
　　これらの結果をふまえて，以下揮発性含硫化合物を中心に研究をす
　すめた。
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3・単一アミノ酸培地及び酵母培養液中の揮発性含硫化合物と耐塩性酵母との
　関係
　18種アミノ酸混合物を窒素源にした合成培地中で，揮発性含窒素化合物と
揮発性含碕化合物のうち・特に揮発性含硫化合物の生成と減少に対する耐塩
性酵母の強い関与が認められた。その18種アミノ酸混合物を窒素源にした酵
母の無接種培地及び培養液中に検出された揮発性含硫化合物の起源について
検討するため，18種アミノ酸混合物をシスチン，メチオニンの含硫アミノ酸
の他に，アミノ酸の構造をもとに選んだ，アラニン，ロイシン，トレオニン，
フェニルアラニン，グルタミン酸及びアルギニンの各単一アミノ酸に代えて
実験を行った。ただし，18種アミノ酸混合物を窒素源にした培地組成のうち，
グルコース量を15％から2％へ，各アミノ酸の総窒素量を0．9375％から0．04％
に変更し，1．reU－iiっいてのみ，30℃で10日間培養した。なお，培地には
食塩12．5％含み，培養方法を始めとする実験方法は18種アミノ酸混合物を窒
素源にした場合に準じた。
（1）実験結果および考察
　ア　揮発性含硫化合物
　　　含硫アミノ酸以外の結果がほぼ同じと認められたので，メチオニン，
　　シスチン，フェニルアラニンの各アミノ酸を窒素源とした1．rOU－ilの
　　無接種培地と培養液中の揮発性含硫化合物のガスクロマトグラムを
　　Fig．1に示した。また，使用した培地中の揮発性含硫化合物の定量結
　　果はTable　1にまとめた。
　　　培地の加熱殺菌による着色と加熱臭はほとんど認められなかった。
　　ただし，シスチン及びメチオニンを窒素源とする培地では非嗜好的な
　　香気が認められるが，それは1．rOU－iiの培養によりかなり改善された。
　　なお，1．∫o〃打1によるグルコースの消費率は，メチオニンとシスチン
　　を窒素源にした場合，それぞれ，97．22％と53．39％であり，他は
　　71．56－99．88％であった。
　　　窒素源がシスチン，フェニルアラニン，グルタミン酸及びアルギニ
　　　　　　　　　　　　　　ー33一
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Fig．　1．　　Typical　gas　chro皿atogra皿s　of　volatile　sulfur－containing　compounds　formed　and
　　　　reduced　by　l．　rou－ii　in　various　amino　acids　media．
The　column，　the　column　tenp．，　an〔1　the　detector　referred　to　Fig．　2・
S　co皿pounds：　a，　di皿ethyl　disulfide；　b，　di皿ethyl　trisulfide；　c，　methiona1；
　　　　　　　　　　　　　d，　ethyl　3－（皿ethylthio）propanoate；　e，　3－（methylthio）propyl　acetate；
　　　　　　　　　　　　　f，　methionol．
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ンの1．∫o〃1∫ノ培養液中で微量のmethionol生成が認められる以外は，
この皿ethiono1も含めた前述の揮発性含硫化合物全てが窒素源メチオニ
ンの1．rOUI1’i無接種培地及び／あるいは培養液中で同定された。更に，
これら化合物に加え，1．roull1の培養液中でethy13－（methylthio）－
ProPanoateが同定された。この化合物が窒素源18アミノ酸混合物中で
同定されなかったのは，培地中のメチオニン量の違いが一因ではない
かと考えられる。すなわち，培地100m1にっき，18種アミノ酸混合物中
のメチオニン量は110mg，メチオニン単一培地では426mgで，前者の
3．9倍である。
　，Wainwright，　T．1）はビール中の非嗜好性含硫化合物の研究で，メチ
オニンがカルボニル化合物との加熱，銅などの金属イオンによる触媒
作用，日光の作用，sulphiteとの反応等により化学的に分解されて，
methional，　methanethiol及びmethyl　sulfidesが生じると報告した。
methionalに関しては，　Fujimaki，　M．2）らによってもメチオニンの熱
分解で生じることが報告されている。著者らの結果からも，酵母無接
種培地に認められたdimethyl　disulfide，　dimethyl　trisulfide及び
methionalは培地の加熱殺菌や，更に，その加熱殺菌培地を酵母培養液
の対照として酵母無接種のまま，30℃で一定期間保持する間に化学的
に生成されたものと考えられる。ただし，Wainwright，　T．1）はmeth－
anethiolが酵母によってメチオニンから生成される結果をもとに，
methiona1及びmethyl　sulfidesも酵母によって生成される可能性があ
るとして，methionine→2－oxo－4－（methylthio）butanoic　acid→
methiona1→　methanethio1，　dimethyl　sulfide，　dimethyl　disulfide
の経路も示した。そして，著者らはこのようにメチオニンより化学的
に生成されたと考えられるdimethyl　disulfide，　dimethyl　trisu1－
fide及び皿ethiona1が酵母によって減少されることを明らかにしたが・
そのメカニズムについての解明は今後の課題と考えている。
　methiono1はメチオニン以外のアミノ酸培地からも1．∫o〃1〃により
生成されることが認められたが，量的にはメチオニンを窒素源にした
培養液中で圧倒的に多かった。メチオニンからのmethiono1生成経路は・
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酵母によるEhrlich経路と考えられる。そして，窒素源がメチオニン以
外の場合は，酵母のアミノ酸合成経路でメチオニンが合成された後，
あるいは，既に酵母細胞内に蓄積されていたアミノ酸プール中のメチ
オニンから　methionolが生成されるのではないかと推察さ一れる。一方，
Aoki・T・とUchida，　K．3）は，一’MAR1の
ethionine抵抗性変異株のmethionol生成に関する研究で，この変異株
のmethionol高生産はメチオニンの蓄積がなくても生じることから，こ
のmethionol生成はEhrlich経路によらないことを指摘した。更に，単
一窒素源としてグルタミン酸やプロリンを使用した培地でも同じよう
に皿ethiono1が生成されることを報告した。このことから，著者らのメ
チオニン以外の培地で1．∫o〃1〃によって生成されるmethiono1は両者
によって指摘された生成経路による可能性も考えられる。また，Fuji
maki，　M．2）らはシスチンの熱分解でメチオニンが生成されることを報
告したが，シスチンを窒素源にした1．rouu　1無接種培地では，揮発性
含硫化合物の生成は認められなかった。なお，メチオニンを単一窒素
源としてのmethionolの生成に関しては，林部ら4）が醤油酵母や清酒
酵母を含む種々の酵母を使用して研究し，酵母の種と株によってme－
thiono1生成量の異なる結果を報告した。林部らの使用酵母のうち，最
高のmethiono1生成量を示したのは，　Shoyu　yeast　No．6であり，培地
中のメチオニン量に対して23．1％一であった。これに対して著者らが使
用した1．rOUIiiのmethiono1生成量は5．4％であった。
　ethy13－（皿ethylthio）propanoateと3－（皿ethylthio）propyl　acetate
もメチオニンを単一一窒素源とするz。rouzii培養液中で同定された。
両化合物はビール，ワイン，蒸留酒などの酒類5）の香気成分として，
更に，後者は味噌と同じ耐塩性酵母のlosaccharoa　ces　rouliiや
Candida　yersati／isなどがその熟成に関与する醤油6）の香気成分とし
ても報告されている。しかしながら，1．rOU－i1による両化合物の生成
にっいての報告は見あたらない。
　以上の研究で同定された揮発性含硫化合物のうち，dimethyl　di－
sulfide，　methiona1，皿ethiono1が味噌の香気成分として報告されてい
　　　　　　　　　　　　一37一
　　　る7）。これらの化合物のうち，dimethyl　disulfideとmethiona1は味
　　　噌原材料の加熱処理，熟成及び貯蔵中にメチオニンより化学的に生成
　　　されると考えられるが，これら化合物は不快臭を呈するので，酵母に
　　　よって減少されることは望ましいと考えられる。更に，味噌懸濁液の
　　　加熱でmethionalが生成されたり8），生醤油の加熱でdimethyl　su1－
　　　fide，　dimethyl　disulfide，皿ethionalなどが増加することから9），
　　　味噌や醤油を使用しての加熱調理の際，これら揮発性含硫化合物が再
　　　び増加することが推測される。このことから，味噌や醤油の熟成時に
　　　耐塩性酵母がこれら揮発性含硫化合物を減少させることは一層重要で
　　　あ、ると考えられる。
　　　　methionolは味噌10》や醤油11）の重要な香気成分の一つであり，更に，
　　　耐塩性酵母によって生成される揮発性含硫化合物の主体をなすことか
　　　ら，味噌熟成に関与する耐塩性酵母の役割として重要である。
（2）要約
　　　　18種アミノ酸混合物を窒素源にした酵母の無接種培地及び培養液中
　　　に検出された揮発性含硫化合物の起源について検討するため，18種ア
　　　ミノ酸混合物をシスチン，メチオニンの含硫アミノ酸の他に，アミノ
　　　酸の構造をもとに選んだ，アラニン，ロイシン，トレオニン，フェニ
　　　ルアラニン，グルタミン酸及びアルギニンの各単一アミノ酸に代え，
　　供試菌として1．rOUIi1についてのみ実験を行なった。
　　　　18種アミノ酸混合物を窒素源にした場合に認められた　1．∫oα1∫∫に
　　　よる揮発性含硫化合物の生成と減少はメチオニンを単一窒素源とする
　　無接種培地及び培養液中でも認められ，更に，前述の揮発性含硫化合
　　物に加え，1，roux〃によるethy13－（methylthio）propanoateの生成も
　　認められた。また，methionolに関してはメチオニン以外のアミノ酸培
　　地からも2L　ro・ffXl・iにより生成されることが認められたが，量的にはメ
　　チオニンを窒素源にした培養液中で圧倒的に多かった。
（3）文献
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4．味噌中の揮発性含硫化合物に対する味噌酵母の関与
　味噌の香気成分としての揮発性含硫化合物と耐塩性酵母との関わりを，無
菌味噌と普通味噌を使用して検討した。
（1）実験方法
　　ア　無菌味噌及び普通味噌の製造
　　　　無菌味噌とは麹菌以外の微生物が熟成に関与しない味噌の髄ことであ
　　　り・便宜的な呼称である。その無菌味噌は既報1）に準じて温醸4ヶ月
　　　（，3　O℃－20日，36℃一一20日，30℃－40日，20℃－40日）で製造した。普通
　　　味噌は種味噌として天然熟成味噌を仕込み時に5％添加し，熟成に酵母
　　　などの麹菌以外の微生物の関与を期待するものであり，他の製造条件
　　　は無菌味噌と全く同一にした。両味噌共，赤色辛口米味噌（米／大豆
　　　＝0・6・食塩13・2％）に分類される。
　　イ　味噌中のi揮発性含硫化合物の分析
　　　　供試味噌509に食塩259と高純水759を加え，ホモゲナイザーを使用し
　　　て5分間・撹拝・混合したものを試料とした。なお，試料中の味噌含有
　　割合は33・3％であり，これ以上味噌濃度を高めた場合試料の粘性が強
　　　く・HSV法による揮発性成分の捕集量に変動が認められた。
　　　試料中の揮発性成分の分析は前述の合成培地を使用した場合に準じ
　　た。
（2）実験結果及び考察
　ア　無菌味噌及び普通味噌の性状
　　　全熟成期間を通じて，無菌味噌では麹菌を除く微生物の生菌は検出
　　されなかった。これに対して普通味噌では耐塩性酵母群の他に枯草菌
　　や乳酸菌などと推定される細菌も検出された。耐塩性酵母については，
　　z　o5∂‘功∂∫伽ア‘ε5　roux”が圧倒的に多く，更に後熟型酵母である
　　Candfda属酵母群もかなり存在した。無菌味噌の香気は甘く，まろやか
　　な感じを与え，他に，原料大豆臭が残っていたが，普通味噌ではいわ
　　ゆる味噌らしい発酵香が認められた。
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　　イ　味噌中の揮発性含硫化合物
　　　　味噌中の揮発性含硫化合物（μg／100g）として，　dimethyl　disul－
　　　fide（無菌味噌：0．16，普通味噌：0．14），dimethyl　trisulfide
　　　（無菌味噌：0・17，普通味噌：0．10），methiona1（無菌味噌：33，
　　　普通味噌：24），ethyl　3－（methylthio）propanoate（普通味噌：2．4）
　　　methionol（普通味噌：1．0）などが同定された。　ethy13－（methyl－
　　　thio）propanoateとmethionolを除く化合物は，無菌味噌に比べ普通味
　　　噌に少ない傾向が認められるものの，耐塩性酵母群が熟成に関与した
　　　普通味噌中での急激な減少は認められなかった。普通味噌中に認めら
　　　れたethyl　3－（methylthio）propanoateとmethiono1の生成は麹菌以外の
　　　微生物，特に前述の結果から耐塩性酵母によるものと考えられる。な
　　　お・dimethyl　trisulfideとethy13－（methylthio）propanoateは味
　　　噌中ではじめて同定された。
　　　　普通味噌の熟成には，耐塩性酵母群の他に乳酸菌等の細菌類も関与
　　　するので・今後の課題として，麹菌以外の微生物の存在しない無菌味
　　　噌に耐塩性酵母や，前述の結果から揮発性含硫化合物の起源と考えら
　　　れるメチオニンを添加することによって，味噌中の揮発性含硫化合物
　　　と耐塩性酵母の関わりを明確に究明出来るのではないかと考えている。
　　　　また，合成培地を使用した場合に認められた3－（methylthio）propyl
　　acetateは無菌味噌及び普通味噌中にその存在が確認できなかった。こ
　　の化合物は味噌中で微量に存在することも考えられるので，揮発性成
　　分捕集のために用いたHSV法に比べて，多量の味噌を試料とすることが
　　できる減圧蒸留法や有機溶剤抽出法による検討も必要と考えている。
（3）文献
　　1）本間伸夫・今井誠一：醗酵工学，鐵18－26（1965）．
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5．総括
　味噌の香気成分の生成には，発酵微生物，特に耐塩性酵母の関与が不可欠
である。一方・味噌香気成分としての揮発性含窒素化合物や含硫化合物は，
味噌中では微量の存在ではあるが，感覚閾値が低く，特徴ある香気を有する
ことから・重要な化合物群である。これら揮発性化合物と耐塩性酵母との関
わりについて検討した。その研究成果はっぎのごとくであった。
（1）揮発性成分の捕集装置の組立とその分析法を確立し，ノeurna／of
　’oo4　Coaσ3〃∫o〃and　Ana／sis（U．S．A）で報告した。
（2）味噌原料配合より案出したグルコースと18種アミノ酸混合物及び食塩
　からなる合成培地を使用して，合成培地及び酵母培養液中の揮発性含窒
　素及び含硫化合物と酵母との関わりにっいて検討した。
　　酵母無接種培地及び酵母培養液の両者に共通して同定された揮発性含
　窒素化合物はpyrazine，炭素数1～2の側鎖を持っピラジン類及びace－
　tylpyrroleなどであった。これら化合物のうち，　pyrazine及びピラジン
　類は味噌酵母により減少する傾向にあるが，味噌酵母により新たに生成
　される窒素化合物はほとんど認められなかった。一方，揮発性含硫化合
　物として，dimethyl　disulfide，　dimethyl　trisulfide，3－（methyユthio）
　－propionaldehyde（methional）が同定された。更に，酵母培養液ではこ
　れら化合物に加え，3－（皿ethyユthio）propyl　acetate，3－（methylthio＞－1
　｝propanol（皿ethiono1）の生成が認められた。酵母培養液中のdimethyll
　disulfide，　dimethyl　trisulfide，　methiona1の含有量は，無接種培地で
　の含有量の0．6～85．1％に減少した。培養液中でのこれら化合物の減少率
　は・供試酵母のうち，Z　osacchroa　ces　rOU－1’1　S84（1．　rOUIii）で大き
　かった。特に，食塩含有培養液中で，グルコースの消費率が低く，生育
　がかなり悪いにもかかわらず，1。ro〃xilはこれらの化合物を　55．2～
　99．4％消滅させた。
　　1・rOU－iiによるこれら揮発性含硫化合物の生成と減少はメチオニンを
　単一窒素源とする無接種培地及び培養液中でも認められ，更に，これら
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　化合物に加え・1・rouliiによるethyl　3－（methylthio）propanoateの生成
　も認められた。
（3）麹菌のみが熟成に関与する，いわゆる無菌味噌と熟成に麹菌の他に，
　酵母や乳酸菌なども関与する普通味噌を使用して，これら味噌中の揮発
　性含硫化合物にっいて分析した。無菌味噌及び普通味噌で認められたi揮
　発性含硫化合物はdimethyl　disulfide，　dimethyl　trisulfide及び
　methiona1であった。また，普通味噌ではこれら化合物に加えethyl　3－
　（methylthio）propanoateとmethiono1も同定された。　ethy13－（methy－
　lthio）propanoateとmethiono！以外は，無菌味噌に比べ普通味噌に少な
　い傾，向にあり，また，ethy13－（methylthio）propanoateとmethionol
　が普通味噌にのみ認められたことは，これら化合物に対する味噌酵母群
　の関与が示唆された。なお，味噌中の揮発性含硫化合物として，dime－
　thyl　trisulfideとethy13－（methyユthio）propanoateがはじめて同定
　された。
　本研究は文部省科学研究費補助金で遂行することができたことを付記し，謝
意を表します。また・本研究の遂行にあたり，供試菌株の分譲とご指導をいた
だいた前新潟県食品研究所長今井誠一，松本伊差尾の両氏ならびに標準化合物
の提供とGC分析にご指導いただいた高田香料（株）馬野克己博士と稲畑香料
（株）松倉十一博士に深謝致します．
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